


































































de  su  naturaleza  y  sus  dianas  celulares.  Los  taxanos  y  los  alcaloides  de  la  vinca  son 
compuestos que actúan sobre la dinámica de los microtúbulos, inhibiendo su polimerización 
y  despolimerización,  respectivamente.  Por  otra  parte,  en  los  últimos  años  se  han 





ensayo de  toxicidad en el  que  las  células  se han  tratado  con estos  compuestos durante 
diferentes  tiempos  y  se ha medido  la muerte  celular por apoptosis mediante  la unión a 

















mentioned above): vincristine, docetaxel and barasertib  in  the colorectal  cancer cell  line 




Vincristine  and  docetaxel  have  proved  to  have  a  potent  antitumor  effect  in  these  cells, 














Según  el  “Nomenclature  Committee  on  Cell  Death”  (NCCD)  durante  el  proceso  de 
apoptosis se producen una serie de modificaciones morfológicas entre las que destacan 
el redondeamiento de la célula, la retracción de los seudópodos, reducción del volumen 
celular,  condensación  de  la  cromatina,  fragmentación  nuclear,  ausencia  de 
modificaciones de los orgánulos citoplasmáticos y burbujeo (“blebbing”)manteniendo la 
integridad de la membrana plasmática1.  

















Como  respuesta,  proteínas  proapoptóticas  de  la  familia  Bcl‐2,  se  insertan  en  la 
membrana  mitocondrial  y  la  permeabilizan,  permitiendo  la  salida  de  factores 
apoptogénicos (citocromo c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF y EndoG) al citosol. 
El citocromo c va a provocar la formación del apoptosoma que activará a la Casp‐9 que 
a  su  vez  activará  a  otras  caspasas  entre  las  que  destaca  Casp‐3.  Smac/DIABLO  y 
Omi/HtrA2 inactivan proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs). AIF y la endonucleasa 
G  entran  en  el  núcleo  donde  provocan  la  condensación  de  la  cromatina  y  la 
fragmentación del DNA.3 
1.1.1 Familia Bcl‐2 
En  mamíferos  esta  familia  consta  aproximadamente  de  20  proteínas  que  actúan 
regulando  la  apoptosis  en  las  mitocondrias.  Según  los  dominios  de  homología  que 
presentan  se  clasifican  en  tres  grupos  funcionales:  antiapoptóticas,  proapoptóticas 
multidominio y proapoptóticas “solo‐BH3”. El destino de la célula está determinado por 
el  equilibrio de  la  actividad proapoptótica  y  antiapoptótica de  los miembros de esta 
familia, que se regulan mutuamente. Cuando las proteínas “solo‐BH3” son activadas al 
recibir una señal de muerte, estas interaccionan con las proteínas antiapoptóticas, que 








la  liberación  de  factores  apoptogénicos  del  espacio  intermembrana  mediante  la 
formación  de  poros  o mediante  la  interacción  con  otras  proteínas  de  la membrana 
(Figura 2).4  








En  la  activación  directa  las  proteínas  “solo‐BH3”  (como  Bid,  Bim  o  Puma)  se  unen 
directamente  a  Bax  y  Bak.  En  el  modelo  indirecto,  Bax  y  Bak  se  activan  porque  las 
proteínas  “solo‐BH3”  desplazan  a  las  proteínas  antiapoptóticas.  Esta  activación  va  a 
provocar que Bax  se  trasloque a  la membrana mitocondrial externa y que  tanto Bax 
como Bak expongan su dominio BH3 con el que formarán los homodímeros simétricos.6 
Tras  esto  se  formarán  homo‐oligómeros  por  interacción  de  las  α‐hélices  6,  que 
contienen cisteínas que forman uniones con los mismos residuos de otro dímero6. Es 
posible  que  Bax  y  Bak  no  actúan  solas  sino  que  cooperen  con  otras  proteínas 







y  apoptosis,  que  es  necesario  que  estén  regulados  correctamente  porque  el 
desequilibrio entre estos, ocasiona enfermedades importantes como el cáncer. 
Muchos de los tratamientos antitumorales utilizados en la actualidad centran su acción 
en  la  inducción de  la apoptosis. La principal ventaja de esta estrategia terapéutica es 
que es selectiva de células tumorales, ya que, a diferencia de las células normales, las 
células  tumorales deberían estar destinadas a morir,  y  son muy dependientes de  las 
alteraciones en las vías de señalización de la apoptosis para mantenerse vivas.  
Por ellos, muchas terapias actualmente en desarrollo contra diferentes tipos de cáncer 
son  terapias  destinadas  a  actuar  o  bien  sobre  proteínas  implicadas  directamente  en 



















Este  es  el  ejemplo  de  los  taxanos  (pacitaxel  y  docetaxel),  que  interaccionan  con  la 
tubulina polimerizada y previenen la despolimerización. Otros, los alcaloides de la vinca 
(vincristina,  vinblastina  y  vinorelbina),  interaccionan  con  la  tubulina  monomérica 
impidiendo  su polimerización.  Se ha demostrado que  los efectos  causados por estos 
compuestos promueven la apoptosis en células tumorales9.  
Uno de  los  fármacos utilizados  en  este  trabajo  es  la  vincristina,  un  alcaloide  vegetal 
producido por Catharanthus roseus que impide la formación de los microtúbulos en la 
célula,  bloqueando  la  progresión  de  la  mitosis  y,  por  tanto,  la  división  celular.10 
Estructuralmente  se  considera  una  molécula  “dimérica”  porque  comprende  dos 
dominios, vindolina (VDL) y  catarantina (CTN) reorganizada (Figura 3).11 
Esta  molécula  se  une  a  la  tubulina  e  induce  la  asociación  de  esta  molécula  en 
homopolímeros lineales, inhibiendo el auto‐ensamblaje de la tubulina para formar los 








leucemia  aguda,  linfoma  de  Hodgkin  y  linfoma  no  Hodgkin,  neurosarcoma, 
rabdomiosarcoma y tumor de Wilms.13 
































relacionado  con  la  poca  supervivencia  de  los  pacientes  con  cáncer  de  colon 





Dirigir  tratamientos  contra  esta  quinasa  podría  ser  una  buena  opción  para  el 
tratamiento de, al menos, este tipo de cáncer, ya que se obtendría una eficacia parecida 

























mitótico  de  las  células,29  se  han  utilizado  tanto  para  estudiar  la  mitosis  como  para 








 Estudiar  los  posibles  cambios  irreversibles  que  estos  tres  fármacos  pueden 













 HCT 116 DKO. A  las  células anteriores  se  les ha suprimido el  gen Bax  y  se ha 
silenciado el gen Bak, con lo que la vía intrínseca de la apoptosis está bloqueada. 








Todas  las manipulaciones realizadas con  las  líneas celulares se han  llevado a cabo en 
condiciones  estériles,  trabajando  siempre  en  campana  de  flujo  laminar  vertical.  El 
material utilizado tanto para el cultivo, como para la manipulación de las células había 








incubaban  a  37ºC  durante  5‐10  minutos  para  que  estas  se  despegasen  del  fondo. 
Transcurrido  este  tiempo  se  añadía  medio  completo  para  parar  la  reacción  y  se 
centrifugaba para eliminar la enzima (5 min, 1000 rpm, TA), obteniendo una disolución 















































temprano  indicador  de  la  apoptosis,  por  lo  que,  para  cuantificar  la  mortalidad  por 






temperatura  ambiente.  El  ABB  es  un  medio  con  calcio  que  favorece  la  unión  de  la 
anexinaV a las células. 
Para cuantificar tras el marcaje se usaba un citómetro de flujo (FACScan BD), para pasar 























efecto  es  más  pronunciado  en  las  células  tratadas  con  vincristina.  Como  se  ha 
comentado con anterioridad (1.2.1 Microtúbulos y su dinámica) estos fármacos se unen 


























tratadas  con  vincristina  o  docetaxel,  en muchas  de  ellas  se  puede  diferenciar  en  su 
interior dos núcleos o más (Figura 7. D y Figura 8.D) . El barasertib es un inhibidor de la 








µM  (D).  Se  señalan  con  una  flecha  negra  células  que  han  sufrido  “slippage”  en  los  distintos 
tratamientos.  Fotografías  tomadas  con  el  microscopio  (E600/E400,  Nikon)  y  el  equipo  de 
fotografía (DXM1200F, Nikon).  
No obstante, se observan pocas células en mitosis, lo que indica que se ha producido un 













También  se  observan  células  de  mayor  tamaño  y/o  multinucleadas  en  las  células 




Estas  observaciones  coinciden  con  lo  observado  al  analizar  las  células  mediante 
citometría. En los diagramas de puntos en los que se recoge la distribución de células 
conforme al volumen (dispersión frontal, FSC‐H) y complejidad (dispersión lateral, SSC‐












cultivaron  con  estos  en  dos  condiciones  diferentes:  por  una  parte,  se  cultivaron 
expuestas  a  los  fármacos  de  manera  continua  durante  todo  el  tiempo  que  duró  el 
experimento. Por otra parte, se expuso las células a los fármacos y se lavaron, evaluado 


















notable diferencia entre  las células WT y  las DKO (Figura 10.B). La muerte de  las WT 
sigue una tendencia lineal ascendente, mientras que las DKO experimentan una muerte 
similar en las primeras 24 horas, pero en las siguientes apenas aumenta ese porcentaje, 











Tanto  en  el  caso  de  las  células  tratadas  durante  todo  el  experimento  como  las  que 




















































De  la  misma  manera,  las  células  tratadas  con  docetaxel  experimentan  muerte  por 
apoptosis, que aumenta de manera proporcional al tiempo de exposición (Figura 11.A). 
En las células WT en las últimas 24 horas se da un aumento mayor del porcentaje de 
apoptosis,  mientras  que  en  las  DKO,  en  este  intervalo  de  tiempo  aumenta  poco  el 
porcentaje de células apoptóticas.  
En  los  experimentos  en  los  que  las  células  que  solo  estuvieron  en  contacto  con  el 
fármaco durante 24 horas se observó una mayor diferencia entre las células WT y las 



















































WT  y  las  DKO  tratadas  con  docetaxel  es  significativa  debido  al  bloqueo  de  la  vía 
intrínseca de  la  apoptosis.  En  las  células  que  solo  han  estado  expuestas  a  docetaxel 
durante  24  horas  el  efecto  es mucho menor  en  las  DKO,  lo  que  también  podría  ser 
explicado de la misma manera que la vincristina, con la hipótesis de que este compuesto, 



















En  este  caso  la  diferencia  entre  las  células WT  y  las  DKO  afecta  solo  al  tratamiento 
continuo, que como se ha comentado con anterioridad, responde al hecho de que las 
DKO  tienen  una  vía  de  apoptosis  bloqueada.  Las  células  lavadas  tras  24  horas  de 
contacto con el barasertib muestran unos resultados muy similares en los dos tipos de 
células.   
Podría  ser  que  los  daños  celulares  producidos  por  el  barasertib  desencadenasen  la 
muerte  celular por otros mecanismos no apoptóticos.  Sin embargo, estos  resultados 









































de  DNA  y  senescencia.  Es  probable  que  la  combinación  del  barasertib  con  otros 
compuestos  que  activen  la  vía  de  la  apoptosis  pudiera  potenciar  la  actividad 
antitumoral28. 
4.3 Ensayo clonogénico 












Bax/Bak  DKO.  Las  células  se  sembraron  a  200  cél/pocillo  y  tras  24  horas  de  incubación  se 
añadieron los fármacos, con los que se incubaron 48 horas. Tras siete días adicionales la placa 
se reveló por una tinción con cristal violeta. El pocillo A corresponde a las células control, el B a 











en  el  apartado  anterior.  En  él  se  veía  que,  aunque  los  fármacos  ejercían  su  efecto 













que no han muerto en el  ensayo de  toxicidad es porque no han  llegado a entrar en 
contacto con el fármaco, no porque este no hay hecho efecto sobre ellas. 



























muy  próximas  entre  sí,  creciendo  hacinadas  en  un  espacio  pequeño,  lejos  de  las 




que  los  resultados del  tratamiento con vincristina y docetaxel  son bastante similares 
entre sí, mientras que los del barasertib difieren más. 
La  vincristina  y  el  docetaxel,  dan  lugar  a patrones de muerte  celular muy parecidos, 
tanto en el caso de las células WT que han estado expuestas a los fármacos durante todo 
el  tiempo que dura el experimento como en el  caso de  los experimentos en que  los 





De  la misma manera,  también  provocan  los  cambios  en  la morfología  de  las  células 
tratadas,  haciendo  que  estas  se  despeguen  y  aparezcan  flotando  con  formas 
redondeadas. 














los que se observa que este compuesto  tiene una baja capacidad de  inducción de  la 
apoptosis  y  requiere  de  exposiciones  prolongadas.19  Sin  embargo,  también  se  ha 














 La  vincristina  y  el  docetaxel  producen  efectos  similares  en  la  línea  celular  de 
cáncer colorrectal HCT116 y presentan una alta toxicidad y una alta capacidad 
de inhibir la proliferación celular provocando lesiones irreversibles en las células. 









 Vincristine  and  docetaxel  produce  similar  effects  in  the  colorectal  cell  line 
HCT116 and present a high toxicity and a significant capacity of  inhibiting cell 
proliferation, causing irreversible damage in cells 
 Drugs  that  alter  microtubules’  dynamics,  vincristine  and  docetaxel,  cause 
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